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【研究目的】海水中には光合成基質である CO2 が 10 μM 程度しか溶けていない。海洋性珪藻の 
CO2 
固定酵素  ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (RubisCO) の  CO2  に対する  Km 
値は 
40μM   程度であり、海洋環境の CO2 は光合成に十分量ではない。しかし、海洋性珪藻類は CO2 
や HCO3-などの溶存無機炭素（dissolved inorganic carbon: DIC）を能動的に取り込み、RubisCO 
近傍の CO2 濃度を局所的に高める無機炭素濃縮機構（CO2-concentrating mechanism: CCM）によ
り、海洋環 境において高い光合成活性を保っている。しかし、珪藻 CCM の分子機構は多くが未解
明である。先行 研究により、海洋性珪藻 Phaeodactylum tricornutum のゲノム上に 10 の無機
炭素輸送体候補遺伝子 が確認された。これらは、哺乳類の solute carrier protein (SLC) に類似
し、このうちの 3 遺伝子 
（ptSLC4-1、ptSLC4-2、ptSLC4-4)が、低  CO2 誘導型であり、PtSLC4-2 および PtSLC4-4 は
細胞 膜に局在し、Na+ 依存的に HCO3- を輸送している事が明らかとなっている。また、PtSLC4-1、 
PtSLC4- 
2 および PtSLC4-4 はアミノ酸レベルで 76-82% の相同性があり、同様の機能を持つと考えられる
が、 PtSLC4-1 の詳細な機能解析は行われていない。そこで本研究では、PtSLC4-1 の HCO3- 輸
送体とし ての機能を詳細に解析することを目的とする。 
  
【実験方法】enhanced green fluorescence protein 遺伝子 (egfp) の直下に ptSLC4-1 を連結さ
せ、 fucoxanthin chlorophyll a/c binding protein 遺伝子プロモーターで駆動するように設計したコ
ンスト ラクトを珪藻に導入し、eGFP:PtSLC4-1 恒常発現株（GSLC4-1）を作出した。この 
GSLC4-1 株を、 高 CO2 （1%）及び低 CO2 （0.04%）環境下で生育させ、HCO3- に対する親和
性（K0.5[HCO3-]）およ び最大光合成速度（Pmax）を決定し、さらに DIC 取り込み速度を調べた。
これらの光合成パラメータ ー測定の際には、恒常的に発現させた PtSLC4-1 の光合成への寄与を
調べるために、陰イオン輸送体 の阻害剤である 4,4'-diisothiocyano-2,2'-stilbenedisulfonic acid 
(DIDS) を用いた。さらに、PtSLC4-1 の輸送基質の同定を行うために、測定培地の pH を変化させ
た際の DIC の取り込み活性を調べた。先 行研究では、PtSLC4-2 が、HCO3- と Na+ の共輸送を行
うことが示唆されたため、GSLC4-1 において も、DIC の取り込みの Na+ 濃度依存性について検
証した。 
  
【実験結果と考察】高 CO2 環境下で生育させた GSLC4-1 株は、HCO3- に対する親和性（K0.5[HCO3-
]）、 が野生型と比較して約 1.9 倍上昇し、2.5mM DIDS を添加する事で親和性は高 CO2 環境下
で生育し た野生型細胞と同程度まで低下した。また、高 CO2 環境下で生育させた GSLC4-1 株の 
DIC 取り込 み活性は、同環境下で生育した野生型細胞と比べて約 2 倍高く、DIDS 添加によって著
しく低下した。 また、輸送基質同定実験の結果、測定培地が pH 8.2 の際に高 CO2 環境下で生育
した GSLC4-1 株と 野生型細胞の DIC 取り込み活性に最も大きな差が見られた。次に、PtSLC4-1 
のエフェクター分子同 定実験の結果、測定培地中から Na+を除いた際、DIC の取り込み活性は、ほと
んど認められず、Na+ を 添加することでその活性は回復したが、同族元素である Li+  や K+ を添
加した際には活性の回復は認 められなかった。また、Na+ 濃度依存的な HCO3- 取り込み活性は約 
100mM NaCl 添加時に飽和した。 これらの結果より、PtSLC4-1 は Na+ 濃度依存的に HCO3- を輸
送している事が明らかとなった。また、 PtSLC4-1 は PtSLC4-2 並びに PtSLC4-4 と比べて発現
量が高く、 Na+ に対する親和性から、海水 からの HCO3-   輸送において特に重要な働きを担ってい
ると考えられる。 
